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1 UVOD  
Zaradi daljšanja življenjske dobe prevalenca nevrodegenerativnih bolezni narašča, patogeneza 
večine nevrodegenerativnih bolezni pa ostaja nejasna. Prav tako nimamo na voljo učinkovitih 
terapij za zdravljenje (Tu in sod., 2015). Najpogostejše nevrodegenerativne motnje, kot so 
Alzheimerjeva (AB), Parkinsonova (PB) in Huningtonova bolezen (HB), uvrščamo v skupino 
bolezni, ki povzročajo spremembe kognitivnih sposobnosti in vedenja bolnikov (Wright, 
2013). Večina primerov nevrodegenerativnih bolezni, kot sta AB in PB, je sporadičnih (ne 
poznamo genetskih vzrokov), le majhen odstotek primerov (4-5%) pa lahko pojasnimo z 
genetskimi mutacijami. Čeprav jasni genetski vzroki za večino nevrodegenerativnih bolezni 
(npr. AB, PB) še niso znani, so bile v zadnjem času odkrite mutacije, ki pogosto vodijo v 
pojav nevrodegenerativnih bolezni in identificirane alelne variante, ki povečujejo tveganje za 
pojav bolezni (Tu in sod., 2015). Ugotovljeno je bilo, da se PB in HB dedujeta avtosomalno 
dominantno. Obstaja tudi več vrst avtosomalnih recesivnih mutacij, kot so npr. mutacije v 
genih PARK2, PINK1 in DJ1 v primeru PB. V primeru AB, PB in drugih manj pogostih 
nevrodegenerativnih bolezni je genetika lahko zelo zapletena, saj lahko različne mutacije 
istega gena in kombinacije teh mutacij različno vplivajo na tveganje za razvoj bolezni (Chiti 
in Dobson, 2006). V primeru HB pa gre za monogensko bolezen, ki jo povzroča razširjena 
trinukleotidna ponovitev CAG v genu za huntingtin (HTT) (Bates in sod., 2015). Ne glede na 
vrsto nevrodegenerativne bolezni, se s starostjo tveganje za pojav katere koli od njih drastično 
poveča. Razlaga te korelacije je, da je rezultat de novo mutacij moteno občutljivo ravnovesje 
sinteze, zvijanja in razgradnje beljakovin, kar ima za posledico proizvodnjo in kopičenje 
napačno zvitih beljakovin, ki tvorijo agregate. Na razvoj motenj pa ne vplivajo zgolj genetski 
dejavniki, ampak tudi okoljski. Med okoljske dejavnike, ki povečujejo tveganje za razvoj 
nevrodegenerativnih bolezni spadajo tudi snovi, ki povzročajo oksidativne poškodbe 
beljakovin (Chiti in Dobson, 2006). 
Tehnike urejanja genov lahko uporabimo za modeliranje genetskih napak povezanih z 
nevrodegenerativnimi boleznimi in potencialno za razvoj terapij. Nedavno je bila razvita nova 
tehnologija za preurejanje genomov imenovana CRISPR/Cas (ang. clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats and CRISPR-associated proteins). Pri kompleksnih 
nevrodegenerativnih boleznih nam implementacija te tehnologije omogoča razvoj gensko 
spremenjenih celičnih in živalskih modelov, ki bi jih lahko uporabili za preučevanje bolezni, 
testiranje zdravil v kontroliranem (in vitro) okolju in za predklinične raziskave. Številne 
študije so namreč že pokazale uporabnost tehnologije CRISPR/Cas za vzpostavitev celičnih 
modelov in pripravo gensko spremenjenih modelnih organizmov za različne bolezni/lastnosti 
(Kolli in sod., 2018). Izbira primernega živalskega modela, ki v čim večji meri posnema 
anatomijo, fiziologijo in patologijo pri človeku je ključna za pridobitev pomembnih 
informacij o poteku bolezni in možnih načinih zdravljenja ali upočasnitve napredovanja 
bolezni (Gilmore in Greer, 2015). 
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2 NEVRODEGENERATIVNE BOLEZNI        
2.1 ALZHEIMERJEVA BOLEZEN 
Alzheimerjeva bolezen (AB) je eden od pogostih vzrokov smrti starejše populacije. Genetske 
študije na bolnikih z AB so odkrile povezave med mutacijami genov in pojavom simptomov. 
Poznavanje posameznih genetskih faktorjev je ključnega pomena, saj je genetsko ozadje 
zapleteno in heterogeno. Zgodnji začetek familiarne AB je povezan z mutacijami gena za 
amiloidni prekurzorski protein (APP), gena za beljakovino presenilin1 (PSEN1) in presenilin2 
(PSEN2). Opisane mutacije se dedujejo avtosomalno dominantno (Kolli in sod., 2018). APP 
je transmembranski protein, ki ga zaporedno cepita β-sekretaza in γ-sekretaza (van Giau in 
sod., 2018). Več točkovnih mutacij v genu, ki kodira β-APP, poveča tvorbo nevrotoksičnega 
peptida amiloid β. Amiloid β je sestavljen iz 39-43 aminokislin. Aβ42 je manj pogosta oblika 
kot Aβ40, vendar ima Aβ42 večji pomen pri nastanku bolezni, povezanih z amiloidi β. 
Posledica mutacije APP je večja proizvodnja Aβ42, kar povzroči začetne simptome AB. Aβ42 
se nabira v možganih in tvori amiloidne plake, ki so značilni za AB (Kolli in sod.,2018). Prav 
tako tudi mutacije v genu MAPT, ki kodira protein tau, kritično prispevajo k selektivni 
nevrodegeneraciji. Verige čezmerno fosforiliranega proteina se združujejo v nevrofibrilarne 
pentlje (Hutton in Hardy, 1997). Kopičenje plakov in nevrofibrilarnih pentelj v možganih 
povzroči propad nevronov kar vodi v demenco. Po pojavu simptomov, kot so kognitivne 
motnje, nihanje razpoloženja in izguba motivacije, bolezen hitro napreduje in povzroči smrt 
(Kolli in sod., 2018).  
Pozna oblika AB je povezana z genetskimi polimorfizmi, ki naj bi delovali kot dejavniki 
tveganja. Mutacija v genu APOE za apolipoprotein E, se je zaenkrat izkazala kot 
najpomembnejši faktor tveganja za razvoj kasnejše sporadične oblike AB (Kolli in sod., 
2018), saj ima 65-80% vseh bolnikov z AB vsaj en rizični alel APOE4 (Rohn in sod., 2018). 
2.2 PARKINSONOVA BOLEZEN 
Parkinsonova bolezen je druga najpogostejša, progresivna nevrodegenerativna motnja. Vzrok 
zanjo je propadanje nekaterih živčnih celic v možganih, predvsem tistih, ki skrbijo za 
normalno gibanje telesa. Propad dopaminergičnih nevronov v temni snovi (lat. substantia 
nigra), ki proizvajajo nevtrotransmiter dopamin, povzroči pomankanje dopamina v možganih, 
ki je ključen za normalno gibanje telesa. Znaki PB vključujejo tremor, togost in bradikinezijo. 
Čeprav velja za idiopatsko, so nekatere raziskave, opravljene na bolnikih z družinsko 
anamnezo PB pokazale prisotnost mutacij v genih LRRK2, PARK2, DJ-1, PINK1 ali SNCA. 
V nevronih nekaterih bolnikov s PB so opazili Lewyjeva telesca, napolnjena z mutiranim α-
sinuklein proteinom. Do danes je bilo ugotovljeno, da sta SNCA in LRRK2 odgovorna za 
dedno obliko bolezni. Trenutno so za zdravljenje na voljo agonisti dopamina, antiholinergična 
sredstva in L-dopa, prekurzor dopamina. Vendar pa hudi neželeni učinki teh zdravil otežujejo 
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zdravljenje PB. Potrebne so alternativne terapije, saj ta zdravila predvsem omilijo simptome, 
ne morejo pa pozdraviti bolezni (Sundal in sod., 2012). 
2.3 HUNTINGTONOVA BOLEZEN 
Mnoge nevrodegenerativne bolezni nastanejo zaradi nestabilnih nukleotidnih ponovitev v 
določenih genih (Orr and Zoghbi, 2007). Huntingtonova bolezen je nevrodegenerativna 
genetska okvara, ki vpliva na vedenje, motorične in kognitivne funkcije. Običajno se znaki 
pojavijo v srednjih letih (med 35. in 44. letom), a pri redki obliki (Westphalova oblika) se 
simptomi začnejo kazati že pred 20. letom. HB je posledica dominantne mutacije na enem od 
alelov gena za protein huntingtin. Zaradi mutacije se sintetizira drugačna oblika proteina, ki 
postopno vedno huje poškoduje specifične dele možganov. Vloga huntingtina je kljub 
številnim raziskavam še vedno precej nejasna. Zaradi njegove genetske  variabilnosti obstaja 
veliko strukturnih različic proteina, ki se razlikujejo v številu glutaminskih ponovitev 
(polyQ).  Polimorfne so torej razširjene ponovitve CAG trinukleotida znotraj prvega eksona 
gena za huntingtin. Pri osebah kjer presežejo 35 ponovitev, se lahko pojavijo različni značilni 
nevrološki simptomi. Večje kot je število ponovitev, prej se bodo pojavili simptomi bolezni, 
težji bodo in prej bo sledila smrt (Bates in sod., 2015). Čeprav je o mehanizmu, s katerim 
ekspanzija poliglutaminskega trakta (polyQ) vodi v patogenezo, malo znanega, menijo, da 
napačno zlaganje mutantnega proteina sproži kaskado dogodkov, ki povzročijo bolezen. 
Napačno zvit protein se lahko proteolitično cepi, medsebojno deluje z drugimi proteini, se 
sam agregira ali preide v jedro. Prevedeni polyQ se agregira v degenerativne nevrone, kar 
vodi v nevronsko disfunkcijo in spodbudi apoptozo (Fan in sod., 2014). Pričakovana 
življenjska doba bolnika s HB je kratka, običajno približno 10–15 let po pojavu značilnih 
simptomov, ki vključujejo neusmerjene neprostovoljne gibe (Bates in sod., 2015). 
Preglednica 1: Primeri genetskih vzrokov najpogostejših nevrodegenrativnih bolezni (prirejeno po Lin in Beal, 
2006). 
BOLEZEN GENETSKI VZROKI FUNKCIJA 
Alzheimerjeva 
bolezen 
APP Poveča tvorbo nevrotoksičnega amiloid β peptida, ki je 
primarna komponenta senilnih plakov. 
PSEN1 in PSEN2 Komponenti γ-sekretaze, katera cepi APP do amiloid β peptida. 
MAPT Sodeluje pri sestavljanju in stabilizaciji mikrotubulov. 
Parkinsonova 
bolezen 
SNCA Primarna komponenta Lewyjevih telesc. 
PARK2 Komponenta multiproteinskega kompleksa ubikvitin ligaze E3. 
DJ-1 Ščiti celico pred celično smrtjo. 
LRRK2 Kinaza, funkcija neznana. 
PINK1 Kinaza, lokalizirana v mitohondriju. Predvideva se, da ščiti 
celico pred celično smrtjo, vendar funkcija ni čisto znana. 
Huntingtonova 
bolezen 
HTT Funkcija neznana. Z boleznijo povezane mutacije vodijo do 
razširjene ponovitve CAG trinukleotida. 
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CRISPR/Cas je naravni obrambni imunski sistem prokariontov. Našli so ga v približno do 
sedaj razvozlanih bakterijskih genomov in skoraj 90 % genomov arhej. Služi kot obramba 
pred virusi ter drugimi mobilnimi genetskimi elementi (Nishimasu in sod., 2014). 
Modifikacije sistema so omogočile njegovo učinkovito rabo za urejanje genomov v 
najrazličnejših organizmih.  Uporaba CRISPR/Cas je privedla do revolucije v bioloških 
raziskavah (Kolli in sod., 2018). 
Mehanizem delovanja je tarčen. Tarčna regija se mora nahajati zraven mesta PAM (ang. 
protospacer adjacent motif). Pomembno je, da vodilna RNA (ang. single guide RNA) doseže 
zadostno homologijo s tarčnim mestom, ki se mora nahajati poleg mesta PAM. Cas protein se 
spoji z vodilno RNA (sgRNA), kompleks pa se veže na PAM mesto. Če se sgRNA ujema s 
tarčnim zaporedjem, to stabilizira vezavo Cas in le-ta naredi rez tri bazne pare od mesta PAM 
(Jansen in sod., 2002). Pri tem povzroči dvoverižni prelom (ang. double-strand breaks - DSB) 
DNA (Hille in sod., 2018). Poškodovano DNA celica popravi z aktivacijo popravljalnih 
mehanizmov, ki temeljijo na ne-homolognem spajanjem koncev (ang. non-homologous end 
joining – NHEJ) ali mehanizmu za popravljanje na osnovi homologije (ang. homology direct 
repair – HDR) (Sander in Joung, 2014). 
3.1 ZGRADBA CRISPR LOKUSA  
Lokus CRISPR so prvič opazili v bakteriji Escherichia coli (Ishino in sod.,1987). CRISPR je 
sestavljen iz edinstvenih vmesniških zaporedij omejenih s kratkimi, ponavljajočimi se 
palindromskimi zaporedji (Koonin in sod., 2006). Ponavljajoča se zaporedja so dolga od 21 
bp do 48 bp, vmesniki pa med 26 bp in 72 bp. Takšna variabilnost dolžin ni presenetljiva, saj 
je sistem zelo razširjen (Grissa in sod., 2007). CRISPR najdemo tako na kromosomski kot 
plazmidni DNA. Ugotovili so, da je CRISPR del protivirusnega sistema. Ob prvi okužbi se 
del virusa vgradi v CRISPR lokus (pri tem sodelujejo številni encimi-npr. Cas1 in Cas2). 
Vmesniki, ki se vgradijo,  izhajajo iz nukleinskih kislin virusov in plazmidov (Bolotin in sod., 
2005). Uporabljajo se kot elementi za iskanje ujemajočih se virusov ob ponovni okužbi. 
Število vmesnikov znotraj lokusa CRISPR se lahko močno razlikuje (Grissa in sod.,2007). 
Genomi imajo lahko enega ali več CRISPR lokusov, pri nekaterih vrstah pa lahko ti lokusi 
tvorijo pomemben del kromosoma. V Methanocaldococcus sp. FS406-22 (z osemnajstimi 
CRISPR-ji in 191 vmesniki) in Sulfolobus tokodaii  (s petimi CRISPR in 458 vmesniki) 
lokusi CRISPR predstavljajo približno 1% genoma (Rousseau in sod., 2009). 
Delovanje sistema CRISPR zahteva prisotnost Cas (ang. CRISPR-associated proteins) 
proteinov, ki jih običajno najdemo v bližini lokusa CRISPR (Barrangou in sod., 2007). Cas 
proteini so zelo raznolika skupina. Za mnoge se predvideva, da delujejo v interakciji z 
nukleinskimi kislinami: npr. kot nukleaze, helikaze in proteini, ki vežejo RNA. Cas 
predstavljajo posebno vrsto beljakovin, ki pomagajo pri vzpostavitvi molekularnega spomina 
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v obliki integracije genomskega (virusnega) zaporedja v lokus CRISPR (Jansen in sod., 
2002). Proteina Cas1 in Cas2 sta praktično univerzalna za sisteme CRISPR/Cas. Drugi 
proteini Cas so povezani le z nekaterimi vrstami sistemov CRISPR/Cas (Makarova in sod., 
2011). Na primer, v biotehnologiji se najpogosteje uporablja sistem CRISPR/Cas9 tipa II. 
Modificirani sistem je sestavljen iz proteina Cas9 iz bakterije Streptococcus pyogenes 
(SpCas9) in ene same vodilne RNA, ki je komplementarna 20 nukleotidom na tarčni regiji. 
 
Slika 1: Prikaz CRISPR lokusa (prirejeno po Lee in sod., 2015). 
3.2 NAČIN DELOVANJA IN STRUKTURNA ORGANIZACIJA PROTEINA Cas9   
Protein Cas9 je sestavljen iz šestih domen: REC I, REC II, z argininom bogat vijačni heliks, 
PAM interakcijska domena, ter endonukleazni domeni HNH in RuvC (Nishimasu in sod., 
2014). 
Domena Rec I je največja in je odgovorna za vezavo sgRNA. Vloga domene REC II še ni 
dobro raziskana. Z argininom bogat vijačni heliks je ključen za začetek nukleazne aktivnosti 
po vezavi tarčne DNA. PAM interakcijska domena prepozna PAM (ang. protospacer adjacent 
motif) zaporedje. HNH in RuvC domeni sta nukleazni domeni, ki režeta tarčno DNA, ki je 
komplementarna vodilni RNA (Nishimasu in sod., 2014).  
             
Slika 2: Prikaz domen aktivnega in neaktivnega Cas9 proteina (prirejeno po Jinek in sod., 2014). 
V odsotnosti sgRNA je protein Cas9 neaktiven (Jinek in sod. 2014). V konstruiranih sistemih 
CRISPR je sgRNA ter je zasnovana tako, da je 5' konec komplementaren tarčnemu DNA 
zaporedju. Ob vezavi na protein Cas9 povzroči konformacijsko spremembo proteina ter ga 
pretvori iz neaktivne oblike v aktivno. Mehanizem konformacijske spremembe ni povsem 
pojasnjen/raziskan, vendar Jinek in sodelavci domnevajo, da lahko sterične interakcije ali 
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šibka vezava med beljakovinskimi verigami in bazami RNA povzročijo spremembo (Jinek in 
sod., 2014). Za prepoznavo in vezavo Cas9 proteina na tarčno DNA sta pomembna sgRNA 
ter  kratko PAM zaporedje, ki ga protein prepozna s pomočjo PAM–interakcijske domene. 
PAM je dvo- ali tri-bazna sekvenca, ki se nahaja en nukleotid navzdol od področja, ki je 
komplementarno sgRNA. PAM zaporedje so odkrili v vseh CRISPR sistemih, vendar se 
specifični nukleotidi, ki definirajo PAM, razlikujejo med sistemi CRISPR (Mojica in sod., 
2009). Za PAM v Streptococcus pyogenes je značilno zaporedje 5'-NGG-3' (Jinek in sod., 
2014). Če je PAM prisoten in se sgRNA in tarčna regija DNA ujemata v smeri 3'5' glede na 
tarčno zaporedje, torej je dosežena zadostna homologija, bosta nukleazni domeni RuvC in 
HNH rezali tarčno DNA tri nukleotide navzgor od zaporedja PAM (Anders in sod., 2014). 
 
Slika 3: Razrez tarčne DNA s Cas9 (prirejeno po Jinek in sod., 2014). 
3.3 POPRAVLJALNA MEHANIZMA 
Protein Cas9 naredi dvoverižni prelom na tarčnem genomskem lokusu. Prelom nato popravi 
endogeni DNA popravljalni mehanizem. Popravi ga z enim od dveh vrst postopkov za 
popravljanje prelomov katera lahko opazimo pri evkariontih, ne-homolognim spajanjem 
koncev (NHEJ) ali mehanizmom za popravljanje na osnovi homologije (HDR). S 
CRISPR/Cas9 lahko povzročimo insercije, delecije, točkovne mutacije (SNP) in drugo (Kolli 
in sod., 2018). V odsotnosti predloge za popravilo se DSB popravi s  popravljalnim 
mehanizmom NHEJ. NHEJ povzroči dodajanje ali brisanje nukleotidov ali pa substitucije na 
mestu DSB. Pri tem načinu gre za direktno ligacijo DNA koncev (Symington, 2014). Pri 
urejanju s HDR pride do obnovitve celotnega zaporedja DNA na osnovi homologije. Ta 
mehanizem je mogoče uporabiti le, če je prisotno homologno zaporedje DNA (Auer in Del 
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Bene, 2014). Večina znanstvenikov je poročala o minimalnih mutacijah zunaj tarčnih mest 
(izven tarčno delovanje) (Wei in sod., 2013). 
3.4 CRISPR/Cas KOT MOLEKULARNO ORODJE 
V primerjavi z ostalimi tehnikami za urejanje genov, kot sta ZFN (ang. zinc finger nuclease) 
in TALEN (ang. transcription acitvator-like effector nuclease), se je CRISPR/Cas izkazal kot 
natančnejša in učinkovitejša ter predvsem preprostejša tehnika. Zdi se, da je sistem 
CRISPR/Cas najobetavnejši predvsem zaradi enostavne zasnove, učinkovitosti, 
ekonomičnosti in zmožnosti urejanja več genov hkrati. Kljub izven tarčnim učinkom, ki so jih 
opazili na začetku, raziskave na tem področju še naprej vodijo do pomembnih izboljšav tega 
sistema. Podrobno razumevanje tega novega orodja bi lahko raziskovalcem pomagalo 
oblikovati posebne strategije modeliranja genetskih napak, povezanih tudi z 
nevrodegenerativnimi bolezni. Trenutno se CRISPR/Cas9 uspešno uporablja za pripravo 
živalskih modelov za različne bolezni (Tu in sod., 2015), vendar so potrebne nadaljnje 
raziskave preden se jih bo uporabljalo pri ljudeh. Zagotovo je CRISPR revolucionarna 
tehnologija z ogromnim potencialom za lažje odkrivanje zdravil, gensko terapijo in 
odkrivanje patoloških vidikov številnih bolezni (Kolli in sod., 2018). 
4 CELIČNI MODELI NEVRODEGENERATIVNIH BOLEZNI 
Celično biologijo človeških nevrodegenerativnih bolezni je bilo zaradi nedostopnosti celic do 
nedavnega težko proučevati. Razvoj tehnologije reprogramiranja je privedel do nastanka 
induciranih pluripotentnih matičnih celic (iPSC) iz različnih somatskih celic, ki omogočajo 
diferenciacijo v vse tipe celic in razvoj celičnih modelov tudi za nevrodegenerativne bolezni 
(Ross in Akimov, 2014). Sposobnost modeliranja bolezni s ciljanimi modifikacijami genoma 
omogoča učinkovitejši pristop k razumevanju genetskih in molekularnih mehanizmov, ki 
povzročajo bolezenska stanja (Hockemeyer in sod., 2011). iPSC lahko diferenciramo v 
ustrezne nevronske tipe, lahko jih tretiramo s stresorji ali povzročimo umetno »staranje«, da 
bi izboljšali fenotipe, specifične za bolezen. Celični modeli nevrodegenerativnih bolezni, ki 
jih razvijemo iz iPSC lahko močno izboljšajo naše razumevanje patogeneze in olajšajo razvoj 
novih terapevtikov (Ross in Akimov, 2014).  
V možganih sesalcev je okoli 100 milijard nevronov. Raziskave so pokazale, da nepravilno 
delovanje določenih vrst celic v različnih regijah možganov prispeva k raznolikim 
simptomom, ki so običajno povezani z nevro-psihiatričnimi simptomi, kot so halucinacije, 
depresija in ponavljajoče se motorično vedenje (Akil in sod., 2010). Zato je potrebno določiti 
vzročne zveze med tipi celic v okviru ustreznih nevronskih mrež, genetike in vedenjske 
disfunkcije, kar bo zahtevalo natančno urejanje genoma v specifičnih celičnih tipih oziroma 
podtipih (Heidenreich in Zhang, 2016).  
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Ključnega pomena za modeliranja nevrodegenerativnih bolezni je zmožnost priprave 
določenih populacij nevronov iz pluripotentnih celic. Človeške primarne celice, kot so 
nevroni, namreč niso enostavno dostopne in jih je težko ohranjati v kulturi. Sposobnost 
ustvarjanja pluripotentnih matičnih celic iz odraslih, popolnoma diferenciranih celic, kot so 
npr. kožni fibroblasti, je v zadnjih letih pomenila velik napredek v medicini. Tako lahko 
iPSC, pridobljene iz somatskih celic zdravih posameznikov ali bolnikov z nevrološkimi 
motnjami, diferenciramo v nevronske matične celice (NSC). NSC se lahko nadalje 
diferencirajo v zrele nevronske tipe, specifične za bolezen. Za raziskovanje nevronskih 
degenerativnih motenj lahko za posnemanje fenotipov, specifičnih za bolezen, uporabimo 
celične stresorje ali pa povzročimo umetno »staranje« celic. Čeprav je bil dosežen velik 
napredek, so sedanji protokoli še vedno dolgotrajni, dragi in zapleteni in prinašajo heterogene 
populacije nevronov. Kljub temu je postalo možno hiPSC (ang. human induced pluripotent 
stem cells) diferencirati v celice, ki spominjajo na dopaminergične nevrone (Zeng in sod., 
2010), GABAergične nevrone (Liu & Zhang, 2011) in motorične nevrone (Chambers in sod., 
2009). Prav tako jih lahko in vitro diferenciramo v astroglijske in oligodenrocitne prekurzorje, 
ki so sposobni nadaljnje diferenciacije v zrele astrocite in oligodendrocite in vivo (Ross in 
Akimov, 2014). Možnosti za preučevanje genetskih vzrokov nevrodegenerativnih bolezni so 
prav tako močno izboljšale sodobne tehnike urejanja genomov. Sem spadajo homologna 
rekombinacija (Zou in sod., 2009) in novejše in učinkovitejše tehnike, ki vključujejo ZFN 
(Soldner in sod., 2011), TALEN in CRISPR. Te tehnike urejanja genomov imajo veliko 
potencialnih aplikacij za preučevanje nevrodegenerativnih bolezni, vključno s korekcijo ali 
pripravo modelov za specifične genetske mutacije (Ross in Akimov, 2014). 
 
Slika 4: Razvoj celičnih modelov nevrodegenerativnih bolezni s pomočjo človeških induciranih pluripotentnih 
matičnih celic (prirejeno po Ross in Akimov, 2014). 
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Glavni problem pri modeliranju nevrodegenerativnih motenj z iPSC je pozni pojav bolezni. 
Potencialni in glavni dejavnik tveganja za nevrodegenerativne bolezni je namreč staranje, 
proces reprogramiranja pa celično identiteto vrne v obdobje zarodka. Stresorji, kot so 
oksidativni stres in pomanjkanje rastnih faktorjev, so bili uporabljeni za razvoj patogenih 
fenotipov, povezanih z boleznijo, v številnih modelih iPSC. V zadnjem času so začeli na iPSC 
modelih uporabljati beljakovino progerin, ki povzroči prezgodnje staranje, za modeliranje 
Parkinsonove bolezni (Miller in sod., 2013).  
Nove tehnologije za urejanje genomov, ki temeljijo na sistemu CRISPR/Cas9, vključno z 
modeli in vitro, ki izhajajo iz iPSC, nam bodo omogočile boljše razumevanje funkcij genov 
vpletenih v patogenezo nevrodegenerativnih bolezni ter nam pomagale bolje razumeti logiko 
nevronskih vezij (Giau in sod., 2018). 
iPSC so uporabne za preučevanje različnih bolezni, vključno z AB. Ugotovili so, da človeške 
celice nekatere vidike fenotipa odražajo jasneje kot modeli glodalcev, zato bi jih bilo mogoče 
učinkoviteje uporabiti za preučevanje genetike bolezni (Yang in sod., 2016). Modeliranje AB 
podobnih fenotipov prek CRISPR/Cas9 je lahko koristno za analizo napredovanja bolezni in 
pri iskanju terapevtskih kandidatov proti bolezni (Mungenast et al., 2016). Komor in 
sodelavci so uspeli transformirati APOE E4 v APOE E3 v mišjih astrocitih z ustvarjanjem C-
> T zamenjave v kodonu na mestu 158. Stopnja uspeha pretvorbe Arg158 v Cys158 je bila 
58% –78%. Ta študija je pokazala, da bi z urejanjem genov s pomočjo CRISPR/Cas9 lahko 
popravljali točkovne mutacije, povezane z boleznimi (Komor in sod., 2016).  
Urejanje genov s CRISPR/Cas9 lahko uporabimo tudi za validacijo kandidatnih genov – 
ugotavljanje ali so identificirane mutacije dejansko neposredno odgovorne za fenotip bolezni 
(Giau in sod., 2018). Raziskovalci so uspešno ustvarili človeške iPSC, ki prikazujejo mutacije 
APP in presenilina, ki so posnemale pripadajoče bolezenske fenotipe na celični ravni (Li in 
sod., 2016). 
V letu 2016 so Paquet in sodelavci prvič uporabili sistem CRISPR/Cas9 za modeliranje 
mutacij APP in PSEN1, ki so prisotne pri AB. Avtorji so za svojo analizo uporabili iPSC, ki 
so jih diferencirali v nevronske predniške celice in kortikalne nevrone ter analizirali ali 
vstavljene mutacije APPSwe in PSEN1M146V  povečajo tvorbo amiloid-β (Aβ) in ali mutacije 
povečajo razmerje Aβ42:Aβ40, kot je bilo pričakovano glede na podatke, pridobljenih na 
bolnikih. Ugotovili so več kot trikrat višjo raven Aβ v mutiranih celicah APPSwe in do 
trikratno povečanje razmerja Aβ42:Aβ40 v mutantnih celicah PSEN1M146V, v primerjavi z 
izogenimi kontrolami. Spremembe ravni količine Aβ in razmerja Aβ42:Aβ40 so povezane z 
identiteto nevronov in zrelostjo (Paquet in sod., 2016). Nedavno so Sun in drugi pripravili 
celične modele za 138 mutacij v PSEN1 iz celične linije nevroblastoma (N2a), za kar so 
uporabilisistem CRISPR/Cas9 . Ta študija je analizirala učinke mutacij na pridobitev ali 
izgubo funkcije, odvisno od proizvodnje amiloidov in razmerja Aβ42:Aβ40. Več teh mutacij 
je bilo povezanih s povišanim razmerjem Aβ42:Aβ40; vendar na začetku ni bilo opaziti 
pomembne korelacije med stopnjo amiloida ali razmerjem in starostjo (Sun et al., 2017).  
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Kombinacija CRISPR/Cas9 sistema in iPSC nam bo v prihodnosti pomagala bolje razumeti 
logiko nevronskih vezij in razkriti nekatere skrivnosti AB in demence (Giau in sod., 2018).  
Različne raziskovalne skupine so začele uporabljati iPSC za modeliranje PB s pomočjo 
sistema CRISPR/Cas9. Uporaba takih modelov daje pomemben vpogled v genetske osnove 
PB (Cota-Coronado in sod., 2019). Black in sodelavi (2016)  so nedavno poročali o uporabi 
sistema CRISPR/Cas9 za pretvorbo mišjih embrionalnih fibroblastov direktno v nevrone z 
uporabo epigenetske aktivacije endogenih genov (Brn2, Ascl1 in Myt1l). Epigenetska 
aktivacija in preoblikovanje nativnega kromatina povzroči transdiferenciacijo fibroblastov v 
nevronske celice. Tako pridobljeni dopaminergični nevroni so posnemali fenotip PB. V 
drugih študijah so CRISPR uporabili za korekcijo iPSC na ravni genoma. Pri pomanjkanju 
tetrahidrobiopterina (THB) so Ishikawa in sodelavci (2016) opazili znatno znižanje dopamina. 
THB je bistven kofaktor, ki je potreben za sintezo nevrotransmitorjev kot so dopamin, 
serotonin in epinefrin. Prav tako je pomembna uporaba CRISPR/Cas9 v iPSC za odkrivanje 
SNP-jev, ki lahko vodijo v razvoj simptomov značilnih za PB (Cota-Coronado in sod., 2019). 
Preglednica 2: Primeri modeliranja nevrodegenerativnih bolezni, geni, mutacija in sposobnost urejanja s 
tehnologijo CRISPR/Cas9 (prirejeno po Van Giau in sod., 2018). 
Bolezen Tarčni geni Modelni sistem Pomen Referenca 
Alzheimerjeva 
bolezen 















(Fang et al., 2006)  




Zamenjava Arg158 v 
Cys158 v 58%-75%. 
(Komor et al., 
2016) 




celična linija HEK293T 
Uspešno modeliranje 
vpliva mutacij APP  
na AB. 




HTT (vstavitev 97 
CAG ponovitev v 
exon 1) 
Celična linija 293F  Model za 
poliglutaminske 
bolezni. 
(An in sod., 2014) 
HTT (razširjena 
CAG ponovitev) 
Celična linija HEK 
293T 
Model za HB. (Dabrowska in 
sod., 2020) 
5 ŽIVALSKI MODELI NEVRODEGENERATIVNIH BOLEZNI 
Obvladovanje nevroloških motenj je še vedno na osnovni ravni, saj je zapleteno delovanje 
možganov slabo razumljeno, vključno s patofiziologijo in genetskimi komponentami. Živalski 
modeli so zelo dragoceni, saj nam pomagajo razumeti patogenezo nevrodegenerativnih 
motenj ter pomagajo pri razvoju učinkovitih terapij. Prav tako omogočajo testiranje 
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potencialnih zdravil. Preučevanje bolezni na živalskih modelih je bilo pred tehnologijo 
CRISPR oteženo, saj je bilo zelo težko ustvariti transgene živali, ki bi v endogenih genih 
posnemale specifične mutacije, ki jih povezujemo s patologijo pri človeku. Z razvojem 
tehnologije CRISPR je priprava takšnih modelov lažja. Sposobnost CRISPR/Cas9, da 
neposredno cilja genomsko DNA v somatskih in zarodnih celicah, brez potrebe po 
vzpostavitvi embrionalnih matičnih celic za gensko manipulacijo, odpira novo pot za uporabo 
te nove tehnologije za ustvarjanje živalskih modelov nevrodegenerativnih bolezni, s 
specifičnimi mutacijami (Chen in sod., 2015). Živalski modeli ustvarjeni s tehnologijo 
urejanja genomov imajo mutacije vnesene v endogene gene in zato pogosto predstavljajo 
boljše modele za posnemanje človeških bolezni kot transgene živali, ki izražajo naključno 
vstavljene mutirane gene pod eksogenimi promotorji (Yang in sod., 2016). Višje razvite živali 
so bolj podobne ljudem kot glodalci, zato takšni modelni organizmi boljše posnemajo klinične 
simptome bolnikov, ter so tako dober model za prepoznavanje pomembnih patoloških 
dogodkov, ki jih lahko opazimo pri ljudeh z določeno nevrodegenerativno motnjo (Tu in sod., 
2015). Zato so pomembni modelni organizmi za raziskovanje mehanizmov in zdravljenja s 
starostjo povezanih nevrodegenerativnih bolezni (Chen in sod., 2015).  
Preglednica 3: Primeri modeliranja nevrodegenerativnih bolezni s CRISPR/Cas9 (prirejeno po Van Giau in sod., 
2018). 
Bolezen Tarčni geni Modelni sistem Referenca 
Alzheimerjeva bolezen MAPT Mišja linija C57B1/6J (Tan in sod., 2017) 
Parkinsonova bolezen PARK2, PINK1, DJ-1  Miniaturni prašič Bama (Wang in sod., 2016) 





(Vermilyea in sod., 
2020) 
Huntingtonova bolezen HTT Prašič (Yan in sod., 2018) 
5.1 VNOS CRISPR/Cas V MOŽGANE  
Zaradi svoje zmožnosti delovanja v različnih vrstah celic so CRISPR/Cas9 že uporabili tudi 
za urejanje genov v nevronskih celicah možganov. Vendar pa je vnos modifikatorjev genoma 
v možgane težak. Virusni vektorji se zdijo najprimernejša možnost za vnos različnih 
transgenov v možgane. Lentivirusi lahko okužijo tudi celice, ki se ne delijo, njihova meja 
velikosti inserta je 8,5 kb, kar zadostuje za vnos Cas9, vodilne RNA in specifičnih 
promotorjev (Kumar in sod., 2001). Adenovirusi tudi lahko okužijo deleče se in nedeleče se 
celice, a hkrati sprožijo močan imunski odziv. Adeno-povezani virusi (AAV) so najbolj 
privlačni vektorji za vnos genov. AAV je odobrila Uprava ZDA za hrano in zdravila (FDA) 
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za uporabo v kliničnih poskusih na ljudeh. Manjši Cas9 ortologi, na primer spCas9 (4,2 kb) 
ali saCas9 (3,2 kb), so privlačnejši, ker jih lahko zapakiramo v en sam AAV vektor za in vivo 
urejanje genov v možganih (Ran in sod., 2015). Z vbrizgavanjem virusnih vektorjev, ki 
izražajo CRISPR/Cas9, v mišje možgane, je več skupin uspešno spremenilo specifične gene v 
možganskih nevronih (Incontro in sod., 2014). Neposredno ciljanje določenih vrst celic ali 
regij v možganih je še posebej koristno za posnemanje specifične nevropatologije pri višjih 
živalih, katerih dolgotrajno razmnoževalno obdobje ne omogoča hitrega prenosa spremenjene 
zarodne linije na potomce (Yan in sod., 2018).  
 
Slika 5: Uporaba CRISPR/Cas9 za  urejanje genomov in vivo (prirejeno po Heidenreich in Zhang, 2016).  
Cas9 nukleaze omogočajo natančno in vivo urejanje genoma specifičnih vrst celic v možganih 
sesalcev v razmeroma kratkem času. Endonukleazo Cas9 in sgRNA kloniramo v vektor in ga 
vstavimo pod nadzor specifičnih promotorjev za določen celični tip. Učinkovitost sgRNA se 
potrdi in vitro, preden se zapakira v virusne vektorje, kot so adeno-povezani virusi (AAV). 
sgRNA lahko tudi stereotaktično dostavimo v možgane transgenih miši, ki že imajo endogeno 
ekspresijo Cas9 (miške Cas9) ali pa sgRNA vnesemo v tkiva skupaj s Cas9. Urejanje genoma 
in vivo v možganih ni omejeno na glodalce in se teoretično lahko uporablja tudi pri drugih 
sesalcih, vključno s primati (Heidenreich in Zhang, 2016). 
5.2 VNOS CRISPR/Cas V ZARODKE ALI ZARODNO LINIJO 
Drug pristop je vnos CRISPR/Cas9 v zigote ali v zarodno linijo odraslih organizmov. Pri 
vnosu v zgodnje zarodke lahko dobimo odrasel organizem, ki je v celoti gensko spremenjen, 
pri vnosu v zarodno linijo pa s parjenjem živali s spremenjeno zarodno linijo dobimo 
potomce, ki bodo imeli ravno tako spremenjen genom v vseh celicah. sgRNA in Cas9 se v 
zigote običajno vstavi z elektroporacijo ali mikroinjiciranjem v obliki ribonukleoproteinskega 
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(RNP) kompleksa oziroma nukleinskih kislin. Nastale živali nosijo gensko spremenjene gene 
v vseh celicah, vključno z nevronskimi celicami v možganih. Takšen pristop omogoča 
uporabo CRISPR/Cas9 za neposredno spreminjanje genomov v živali. Čeprav majhni živalski 
modeli ponujajo dragoceno orodje za raziskovanje nevroloških motenj, se njihova možganska 
anatomija, procesi staranja in vedenja precej razlikujejo od tistih pri ljudeh. Zato je v tem 
primeru uporaba velikih živali za boljše razumevanje možganskih motenj nujno potrebna. 
Poskuse z injiciranjem CRISPR/Cas so tako že opravili v zigote psov (Yan in sod., 2018), 
prašičev (Hai in sod., 2014) in primatov (Niu in sod., 2014). Gensko spremenjeni primati so 
še posebej dragoceni, saj nam pomagajo razumeti višje kognitivne funkcije in zagotavljajo 
pomembne živalske modele za raziskovanje nevrodegenerativnih bolezni pri človeku (Yan in 
sod., 2018). 
 
Slika 6: Model primata za modeliranje nevrodegenerativnih bolezni (Tu in sod., 2015). 
5.3 ŽIVALSKI MODELI ZA ALZHEIMERJEVO BOLEZEN 
Tan in sodelavci so mišji liniji C57B1/6J s pomočjo tehnologije CRISPR/Cas izbrisali del 
nukleotidov med intronom -1 in eksonom 1 v genu MAPT.  Na ta način so ustvarili ex1 miši 
(Tan in sod., 2017). Pri ljudeh je gen MAPT lociran na kromosomu 17, medtem ko je pri 
miših Mapt lociran na kromosomu 11. Protein tau (kodira ga gen MAPT) ima pomembo 
vlogo pri post-sinaptičnih signalizacijskih procesih (Ittner in sod., 2016). Cas9 protein in 
sgRNA so v obliki RNP mikroinjicirali v citoplazmo oplojenih oocit miši C57Bl/6J. Zanimalo 
jih je, ali delecija nukleotidov (v genu Mapt) v hetero- in homozigotnih mutantnih miših 
vpliva na njihov spomin (Tan in sod., 2017). To so ugotovili s standardnim Morrisovim 
vodnim labirintom  s katerim so ocenili zamudnost iskanja potopljene platforme (Ke in sod., 
2015). Rezultati testa so pokazali, da ni razlik v zamudnosti med kontrolnimi, hetreo- in 
homozigotnimi miši (s starostjo se zamudnost iskanje platforme povečuje pri vseh miših, kar 
je povsem razumljivo). Ex1 miši niso razvile nobenih patoloških sprememb, ki so značilne za 
AB (Tan in sod., 2017).  
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Primerni živalski modeli za AB so tudi prašiči. Kragh in sodelavci so pri transgenih prašičih 
poskušali ustvariti mutacije, ki so povezane z AB pri človeku (Kragh in sod., 2009). 
Homologija med človeškim in prašičjim APP je zelo visoka, glede na enaka mesa cepitve beta 
in gama sekretaze Prav tako so možgani prašičev sposobni zvišane proizvodnje Aβ40 in Aβ42 
(Chen in sod., 2004), ter izražajo izoforme proteina tau; imajo molekulski mehanizem, ki ob 
stimulaciji (povečana proizvodnja Aβ bi lahko bila ta vzpodbuda) ustvari nevrofibrilarne 
pentlje (Janke in sod., 1999). V kombinaciji z metodo jedrnega prenosa (angl. somatic cell 
nuclear transfer – SCNT) so ustvarili Göttingen mini prašiče, ki izražajo eno kopijo 
človeškega APP695, ki nosi zapis za dvojno mutacijo, ki povzroča bolezen. Mutaciji sta 
Lys670Asn in Met671Leu,  kateri olajšata cepitev β-sekretaze. To vodi v zvišano proizvodnjo 
Aβ40 in Aβ42. Raziskava ni pokazala patoloških sprememb, ki so značilne za AB v obdobju 
tri letnega opazovanja (Kragh in sod., 2009). Prav tako so Jakobsen in sodelavci ustvarili 
Göttingen mini prašiče, ki izražajo eno kopijo človeškega PSEN1, ki nosi mutacijo 
Met146Ile, ki je odgovorna za bolezen . Mutacija spremeni γ-sekretazno cepitev in povzroči 
zvišano proizvodnjo Aβ42. V obdobju treh let niso odkrili nobenih patoloških sprememb 
podobnih AB (Jakobsen in sod., 2013). 
5.3 ŽIVALSKI MODELI ZA PARKINSONOVO BOLEZEN 
Poleg urejanja genoma v zarodnih celicah lahko CRISPR/Cas9 učinkovito cilja na gene v 
celicah somatskih tkivih, kot so nevroni v možganih (Incontro in sod., 2014). Izničenje 
funkcije genov PARK2 in PINK1 namreč  posnema genetske mutacije pri bolnikih s PB 
(Yang in sod., 2016). Za popolno razumevanje funkcije vseh teh genov in njihove vzročne 
zveze med seboj v PB bi lahko z uporabo tehnologije CRISPR/Cas9 ustvarili živalske modele 
z različnimi kombinacijami onesposobljenih ali spremenjenih kandidatnih genov, kot so 
LRRK2, PARK2, DJ-1, PINK1 ali SNCA (Kolli in sod., 2018). S pomočjo virusnega sistema 
lahko preučujemo učinek onesposobljenja več genov hkrati na možgane odraslih živali. 
Izguba funkcije več genov hkrati omogoča študije sinergijskih učinkov izgube teh genov. Ta 
pristop je še posebej koristen za raziskovanje starostne nevropatologije PB (Yang in sod., 
2016). Zhou in drugi so uporabili CRISPR/Cas9 za pripravo prašičjega modela s PB. Tarčna 
gena sta bila PARK2 in PINK1. Klasičnih znakov povezanih s PB, kot so rigidnost, 
bradikinezija in tremor pri sedem mesecih starih mutantnih prašičih niso opazili (Zhou in 
sod., 2014). Wang in sodelavci so prav tako uporabili strategijo multiplih učinkov, kjer so 
ciljali na tri različne genomske lokuse, PARK2, PINK1 in DJ1, ter tako pripravili prašičji  
model z izničenimi geni. Mutantni osebki so tudi v tem primeru kazali normalno vedenje in  
so ostali zdravi do starosti 10 mesecev (Wang in sod., 2016). S CRISPR/Cas9 povzročene  
mutacije v genomu pomagajo pri ustvarjanju živalskih modelov tistih nevrodegenerativnih 
bolezni, ki jih povzročajo nakopičene toksične mutantne beljakovine. Na primer, PB lahko 
povzroči mutacija v genu za α-sinuklein, ki ga najdemo na kromosomu 4. Sočasno injiciranje 
Cas9/sgRNA z eksogenimi donorskimi DNA fragmenti, ki nosijo zapis za spremenjeno 
(mutantno) zaporedje, lahko povzroči zamenjavo endogenega zaporedja z mutantnim in tako 
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ustvari živalske modele, ki nosijo spremenjena zaporedja v endogenih genih (Yang in sod., 
2016).  
5.4 ŽIVALSKI MODEL ZA HUNTINGTONOVO BOLEZEN 
Prašiči so genetsko, anatomsko in fiziološko bližje človeku kot majhni sesalci (npr. miši), kjer 
je tehnologija priprave živalskih modelov najbolj razvita. Poleg tega imajo dokaj kratek 
generacijski čas (5–6 mesecev do spolne zrelosti) in relativno veliko potomcev (povprečno 7–
8 pujskov). Obstoječa orodja za gensko manipulacijo omogočajo pripravo različnih prašičjih 
modelov za človeške bolezni (Prather in sod., 2013). Yan in sodelavci so uporabili 
CRISPR/Cas9, da so v fibroblaste v endogeni prašičji HTT gen vstavili razširjeno ponovitev 
CAG (150 CAG) in z metodo jedrnega prenosa pripravili prašičji model HB, ki izraža 
endogeni nivo mutantnega HTT. S križanjem živali so uspešno pridobili naslednje generacije 
potomcev. Ta model omogoča preučevanje napačno zviti proteini na endogeni ravni izražanja 
lahko povzročijo nevrodegeneracijo pri velikih sesalcih. Raziskovalci so odkrili nevrološke 
fenotipe, ki so značilni za bolnike s HB in opazili nepravilnosti v vedenju ter zgodnjo smrt. 
Ugotovitve kažejo na pomen uporabe velikih sesalcev za raziskovanje patogeneze 
nevrodegenerativnih bolezni (Yan in sod., 2018).  
 
Slika 8: Prašičji model za Huntingtonovo bolezen (prirejeno po Yan in sod., 2018). 
6 ZAKLJUČEK 
Najpogostejše nevrodegenerativne motnje kot so Alzheimerjeva, Parkinsonova in 
Huningtonova bolezen uvrščamo v skupino bolezni, ki povzročajo spremembe kognitivnih 
sposobnosti in vedenja bolnikov. Z daljšanjem življenjske dobe prevalenca teh bolezni 
narašča, patogeneza teh motenj pa ostaja nejasna. Tehnike urejanja genov lahko uporabimo za 
modeliranje genetskih napak, povezanih z  nevrodegenerativnimi boleznimi. CRISPR/Cas je 
nova tehnologija, ki omogoča dokaj enostavno urejanje genomov. Odkritje te tehnologije 
predstavlja velik napredek na področju medicinskih in biotehnoloških znanosti. Gre za 
metodo, ki nam s svojo enostavnostjo in preprostostjo omogoča širok spekter uporabe. 
Lukančič N. Uporaba tehnologije CRISPR/Cas za modeliranje nevrodegenerativnih bolezni. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
16 
 
Mehanizmi delovanja tehnologije so že dokaj dobro preučeni, vendar bo potrebno še nekaj 
dela za popolno optimizacijo. Z uporabo te tehnologije lahko pripravimo celične in živalske 
modele za različne bolezni. Modeli nam omogočajo lažje razumevanje patogeneze bolezni, 
prav tako z njimi pridobimo pomembne informacije o poteku bolezni in možnostih 
zdravljenja ali upočasnitve napredovanja. Modeli iPSC, narejeni s pomočjo tehnologije 
CRISPR nam bodo zagotovili pot do natančnejšega razumevanje funkcij genov, ter nam 
pomagali bolje razumeti logiko nevronskih vezij in omogočili testiranje potencialnih terapij. 
Sposobnost CRISPR /Cas9, da neposredno cilja genomsko DNA v somatskih in zarodnih 
celicah, brez potrebe po vzpostavitvi linij embrionalnih matičnih celic za gensko 
manipulacijo, odpira novo pot za uporabo te tehnologije za ustvarjanje živalskih modelov 
nevrodegenerativnih bolezni s specifičnimi mutacijami, ki so bile pri človeku prepoznane kot 
kandidatne mutacije.  
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